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Method for purifying a granulocyte-containing preparation comprises removing nonfunctional 
granulocytes, especially granulocyte progenitor cells, from the preparation. An Independent claim is 
also included for a granulocyte-containing preparation treated by the method. 
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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Verfahren zur Aufreinigung von Granulozyten enthaltenden Praparaten 

© Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfah- 
ren zur Aufreinigung von Granulozyten enthaltenden Pra- 
paraten sowie auf derartig aufgereinigte Granulozyten 

enthaltende Praparate. Granulozyten enthaltende Prapa- 

rate werden im Bereich der Transfusionsmedizin, Hama- 

tologie, Onkologie, Padiatrie und Blutspende beispiels- 

weise zur Therapie von Antibiotika resistenten Infektio- 

nen sowie zur Vorbeugung von Infektionen entsprechend 

gefahrdeter Patienten oder auch zur Behandlung von an- 

geborenen Granulozytenfunktionsstorungen verwendet. 

Nach dem erfindungsgema'fSen Verfahren werden die 

Vorlauferzellen der Granulozyten aus den Praparaten ab- 

getrennt, indem das Praparat mit Annexin V oder Antikor- 

pern, die die Vorlauferzellen erkennen, inkubiert wird und 

anschlieRend die an Annexin V bzw. an die Antikdrper ge- 
_ bundenen Vorlauferzellen entweder aufgrund einer Mar- 
^ kierung des Annexin V oder der Antikorper oder aufgrund 
I einer Bindung des Annexin V oder der Antikorper an ein 
_ Tragermaterial, beispielsweise magnetische Beads, abge- 
_ trennt werden. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Aufreinigung von Granulozyten enthaltenden Prapara- 
fen. Derarlige Granulo/.yl.en enthaltende Priiparale werden im Bereich der Transfusionsmedi/.in, FTamafologie, Onkolo- 
5 gie, Blutspende, Padiatrie, etc. erzeugt bzw. verwendet. 

Insbesondere werden Granuiozytenpraparate fur die Granulozytentransfusion bei der Therapie antibiotisch schwer zu 
beherrschender Infektionen, bei der Prophylaxe bei Patienten mil hohem Inl'ektionsrisiko oder auch zur Behandlung an- 
geborener Granuiozytcnlunklionsslorungen beispielsweise in der Padiatrie eingesetzt. 

Die Transfusion von Granulozytenpraparaten ist seit mehreren Jahrzehnten Bestandteil der Therapie antibiotisch 

10 schwer zu beherrschender Infektionen. Fur die Transfusion werden mindestens 1 bis 2 X 10 10 Zellen benotigt. Diese hohe 
Zahl von Zellen wird von Nonnalspendern nur selten erreicht, so da6 gewohnlich die Granulozyten aus dem Knochen- 
mark durch Gabe von Steroiden, wie beispielsweise Dexamethason, Prednison oder Methylprednison, mobilisiert wer- 
den. Mit Einfiihrung von G-CSF in den klinischen Bereich fiir die Mobilisation von Granulozyten zur Vorbereitung von 
Spendern fiir Granulozytenpraparate konnte die Effizienz der Mobilisierung gegeniiber den Steroiden weiter gesteigert 

15 werden. Hierbei wird der/.eil noch ermillell, ob den Spendern /.ur Mobilisation von Granulo/.ylen G-CSF eininal oder 
wiederholt gegeben werden soil. Der Stand der Technik bei dem Einsatz von Granulozytenpraparaten wird beispiels- 
weise in Emmendoerffer, A. et al. "Kinetics of transfused neutrophils in peripheral blood and B AL fluid of a patient with 
x-linked chronic granulomatous disease" Eur. J. Haematol, Bd. 47, S. 246-252, 1991, beschrieben. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren zur Aufreinigung von Granulozyten zur Verfiigung zu stel- 

20 len, um den Reinheitsgrad und die Qualitat der zur Granulozytentransfusion verwendeten Praparate zu verbessern, sowie 
nach diesem Verfahren hergestellte Granulozyten enthaltende Praparate und deren Verwendung zur Verfiigung zu stellen. 

Diese Aufgabe wird durch das Verfahren nach Anspruch 1, Granulozyten enthaltende Praparate nach Anspruch 11 so- 
wie deren Verwendung nach Anspruch 12 gelost. 

Vorteilhafte Weiterbildungen des erfindungsgemaGen Verfahrens werden in den abbangigen Anspriichen gegeben. 

25 Nach dem erfindungsgemaGen Verfahren zur Aufreinigung von Granulozyten enthaltenden Praparaten werden aus die- 
sen Prsiparulen die nichl I link lion;dcii. beispielsweise diecliemolaklisch nichl akliven, in der Sauersloflradikalprodiiklion 
schwachcn oder ncgativcn Granulozyten, insbesondere die Vorlauferzellen der Granulozyten abgctrennt. Wescntlich fiir 
dieses Verfahren ist die Erkenntnis, daG Granulozyten, die z. B. durch G-CSF beschleunigt aus dem Knochenmark aus- 
geschiittet wurden und in das periphere Blut gelangten, sich in Abhangigkeit von ihrem Reifungs- und Differenzierungs- 

30 grad von normalen neutrophilen Granulozyten in der Expression bestimmter ( )berllachenantigene und in ihrcr funkfion 
(Chemotaxis, Sauerstoffradikalproduktion) unterscheiden. Insbesondere bei mehrfacher Gabe von G-CSF erhoht sich 
hier der Anteil an jungen Granuloz) ten aus dem Knochenmark. Nebenw irkung der allogenen ( iranulozytentransfusion 
isi das Aullrclon anligruiuilo/.yliirer Anlikorper mi Unipllinj-er. wobei die Walirschoinlichkdl hierlur und der jcwoiligo 
Titer der Antikorper mit der Zahl der transfundierten Praparate korreliert. Zum anderen werden durch die intensive Mo- 

35 bilisation auch Vorlauferzellen von Granulozyten aus dem Knochcnn i ! tus ? hullel lie ini Ilinblicl tuf die Sauer- 
stoffradikalproduktion negativ bzw. signifikant schwacher und auBerdem chemotaktisch inaktiv sind. Der Anteil dieser 
Zellen schwankt in Abhangigkeit von der Art und Dauer der Mobilisation, in Abhangigkeit von der Art der Zellapharese 
bzw. der Lagcrdaucr des Praparatcs zwischen 5% und 80% der Zellen des Praparatcs. Dies bedcutet cine hohe Variability 
in der Qualitat der Praparate, was sowohl fiir den therapeutischen Erfolg als auch fiir die mit der Transfusion verbunde- 

40 nen Nebenwirkungen beim Empfanger eine unnotige Belastung darstellt. Durch die Abtrennung der chemotaktisch inak- 
tiven und bei der Sauerstoffradikalproduktion negativ bzw. signifikant schwacheren Vorlauferzellen oder iiberalterten 
Granulozyten werden die reifen, funktionell aktiven Granulozyten angereichen und der Anieil funklionell inkonipelenler 
und somit unnotig transfundierter Zellen reduziert. Dies fiihrt zu einer Verminderung der Belastung des Empfiingers, da 
die funklionell inkonipetenten Zellen von dessen Makrophagensystem abgebaut werden und gegebenenfafJs die Induk- 

45 tion von ALloantikorpern gegen die transfundierten Granulozyten fordern. Es ergibt sich folglich eine bessere Qualitat 
der Granulozyten enthaltenden Praparate und eine damit verbundene bessere Steuerbarkeit der Therapie. Der erhohte 
Anteit funktionetl aktiver Granulozyten, die transfundiert werden und sofort fiir die Infektabwehr zur Verfiigung stehen, 
fiihrt zu einer erhohten therapeutischen Effektivitat des Granulozyten enthaltenden Praparates. 

GemaG der vorliegenden Erfindung kann das Verfahren dadurch besonders einfach durchgefiihrt werden, daG das Gra- 

50 nulozyten enthaltende Praparat mit Annexin V oder Antikorpern, die Verlauferzellen der Granufozyten erkennen, inku- 
bierf wird. Dabei machl man sich die Erkenntnis /unul/.e, daG die aus dem Knochenmark, /.. B. durch G-CSF, Sleroide 
oder ein Kombination aus Steroiden und G-CSF oder durch pflanzliche oder bakterielle Polysaccharide mobilisierten 
Granufozyten sich gemaB der nachfotgenden Tabelte 1 in einer Reihe von Oberflachenmarkern und Funktionen von den 
normalen Granulozyten unterscheiden. 

55 

Tabefle 1 

Veranderung Oberflachenmarker auf G-CSF induzierten Granulozyten im Vergleich zu normalen Granulozyten 
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Die Erfindung macht sich dabei den Umstand zunutze, daG diese Zellen sich in der DurchfluGzytometrie neben dem 
2 



DE 198 46 011 Al 



Scatterprofil (GroBe und Granularitat) deutlich in der Expression von Phosphatidylserin von normalen Granulozyten un- 
terscheiden. Sie zeichnen sich durch eine auBerst hohe Expression von Phosphatidylserin aus. Diese Expression kann im 
DurchfluBzytometer mittels einer Bindung von beispielsweise FITC-markiertem Annexin V nachgewiesen werden. 
Diese Erkennlnis. daB (lie Vorlaufer/.ellen der Granulozyten Annexin Vbinden und folglich mil. Annexin V niarkierl. wer- 
den konnen, kann nun vorteilhaft zur Abtrennung dieser Vorlauferzellen verwendet werden. Dies kann beispielsweise da- 5 
durch geschehen, daB Annexin V an Tragermaterial gebunden wird und anschlieBend in der Gegenwart von Kalziumio- 
nen das Granulozyten enthaltende Praparat mit dem Tragermaterial in Kontakt gebracht wird. Das Tragermaterial kann 
dabei auch aus magnetischen Beads bestehen. Geraten die Vorlauferzellen der Granulozyten in Kontakt mit dem Annexin 
V, so binden sie an dieses und sind folglich auch an das Tragermaterial gebunden. Sie konnen daher einfach durch Ent- 
fernung des Tragermaterials, beispielsweise iiber ein Magnetfeld zur Entfernung der magnetischen Beads, entfernt wer- 10 
den. Dasselbe Verfahren laBt sich statt mit Annexin V auch mit Antikorpern durchfiihren, die die Vorlauferzellen der 
Granulozyten erkennen. Derartige Antikorper sind beispielsweise die Antikorper CD13, CD33, CD117. 

Als Alternative hierzu konnen markiertes Annexin V oder entsprechende markierte Antikorper eingesetzt werden, in- 
dem diese mit dem Granulozyten enthaltenden Praparat vermischt werden. Die Vorlauferzellen der Granulozyten binden 
anschlieBend an das markierte Annexin V b/.w. an die markierlen Antikorper und konnen anschlieBend aufgrund der 15 
Markierung abgetrennt werden. Besonders geeignet ist dabei eine fluorochrome Markierung des Annexin V oder der An- 
tikorper. Diese konnen anschlieBend zusammen mit den Vorlauferzellen der Granulozyten beispielsweise durch Chroma- 
tographic oder in einem Sorter, aus dem Praparat abgetrennt werden. 

Die durch dieses erfindungsgemaBe Verfahren aufgereinigten Granulozyten enthaltenden Praparate werden in der 
Transfusionsniedi/.in, Ilaniaiologie. Onkologie, Blutspende, Padiatrie, insbesondere zur Behandlung von antibiotisch 20 
schwer zu beherrschenden Infektionen oder zur Prophylaxe von Patienten mit hohem Infektionsrisiko eingesetzt. 

Im folgenden werden einige vorteilhafte Ausfiihrungsbeispiele des erfindungsgemaBen Verfahrens und der erfin- 
dungsgemaBen Granulozyten enthaltenden Praparate beschrieben. Es zeigen 

Fig. la den Anteil an Annexin- V-positiven Zellen 24 Stunden nach Gabe von G-CSF (Fall 1) im FSC/SSC-Dotplot; 

Fig. lb denselben Anteil im FLl-Histogramm mit Annexin V-FITC zum Anfarben der Zellen; 25 

Fig. 2a den Anteil Annexin-V-posiliver Zellen 48 Stunden nach der Gabe von G-CSF im Blul von Fall 1 im FSC/SSC- 
Dotplot; 

Fig. 2b das zu Fig. 2a zugehorige FLl-Histogramm mit Annexin V-FITC zum Anfarben der Zellen; 
Fig. 3 den Anteil an Annexin- V-positiven Zellen 48 Stunden nach der Gabe von G-CSF im Blut von Fall 2 im FSC/ 
SSC-Dotplot; 30 
Fig. 4 den Anteil an Annexin- V-positiven Zellen nach Reduktion in der Magnetseparation im Fall 2; 
Fig. 5 die Anreicherung an Annexin- V-positiven Zellen nach Magnetseparation im Fall 2; 
Fig. 6 den Phanotyp der Annexin- V-positiven Zellen nach Pappenheim-Farbung. 

Die Fig. 1 bis 6 zeigen Ergebnisse zweier Probandenfalle, bei denen das erfindungsgemaBe Verfahren angewandt 

In beiden Fallen wurden 300 ml heparinisiertes vendses Vollblut eines gesunden Spenders, der 48 bzw. 24 Stunden zu- 
vor einmalig mit 300 ug rhu G-CSF subcutan behandelt wurde, mit Hydroxyelhylstarke (6%) in einem Verhaltnis von 
1 : 2 gcmischt. Das Vollblut wurde dabei durch cinfachc Blutabnahmc gcwonncn. Die Erythrozyten wurden durch Sedi- 
mentation fur 30 Minuten bei Raumtemperatur aus dem Vollblut abgetrennt. Der leukozytenhaltige Uberstand wurde ab- 
genoninicn und mil phosphalgepufferier Kochsal/.liisung ohne Magnesium und Kalzium (PBS-MC) in einem Verhaltnis 40 
von 1 : 1 gemischt. Die Leukozyten wurden daraufhin in Granulozyten und mononukleare Zellen iiber einen Ficoll-Dich- 
tegradienten 1 2! I Minuten, 750 x g) aufgetrennt. Der Uberstand dieses Dichtegradienten wurde entfernt. und das granulo- 
zytenhaltige Sediment gesammelt. AnschlieBend wurde das granulozytenhaltige Sediment durch hypotone Lyse von 
kontaminierenden Erythrozyten gereinigt. Eine Probengewinnung durch Apharese ware ebenfalls moglich. Die Zellen 
wurden gezahlt und in einen kalziumhaltigen Puffer uberfuhrt. Der die Granulo/yien enihaliende kalziumhaliige Puller 45 
wurde zu Annexin V-beladenen magnetischen Beads gegeben und diese Mischung anschlieBend inkubiert. Wahrend die- 
ser Inkubation banden diese Vorlauferzeller der Granulozyten an das Annexin V und wurden so mit den magnetischen 
Beads gekoppelt. Die Annexin V-positive Zellen wurden anschlieBend iiber eine Saule magnetisch mit den Beads ent- 
fernt. Die Annexin V-negative Zellen enthaltende LSsung wurde anschlieBend mittels durchfluBzytometrischer Analyse 
an einem FACScan (Becton Dickinson) gemessen und mit den Zellen der unseparierten Fraktion verglichen. 50 

Die durchfluBzytomelrische Analyse der angereicherlen (ininulo/.vlenfraklion desProbamlenlalls 1, der einmalig mit 
G-CSF 300 pg s.c. behandelt worden war, zeigt gemaB Fig. la den Anteil an Annexin V positiven Zellen nach 24 Stun- 
den. Fig. la ist dabei ein FSC/SSC-Dotplot (Forward Scatter/Side Scatter-Dotpot), wobei mit Rl der MeBbereich ange- 
geben ist, dessen MeBwerte dem Anteil Annexin V positiver Zellen entspricht. Der Bereich R2 entspricht dabei funktio- 
nell aktiven neutrophilen Granulozyten. Fig. lb zeigt im FL 1-Histogramm die Anteile der einzelnen Fraktionen an Vor- 55 
lauferzellen der Granulozyten und intakten Granulozyten in den einzelnen Bereichen Rl bzw. R2. Dabei entspricht die 
mit Gl bezeichnete Kurve den Messungen, die bei der Beschrankung der Messung auf ein Fenster gemaB dem Bereich 
Rl in Fig. 1 a bestimmt wurden. Die Kurve G2 wurde mit einem Fenster gemaB dem Bereich R2 in Fig. 1 a aufgezeichnet. 
Fig. 2a und Fig. 2b zeigen dieselben Messungen 48 Stunden nach Gabe des G-CSF wobei die Bezeichnungen Rl, R2 und 
Gl und G2 wie in Fig. la und lb verwendet werden. Wie unmittelbar in den Fig. la, lb, 2a und 2b zu erkennen ist, zeigt 60 
sich die Anwesenheit von Annexin V positiven Zellen im peripheren Blut. 

Auch Fig. 3, die Messungen am Probandenfall 2 beschreibt, zeigl einen Anteil von Annexin Vpositiven Zellen 48 
Stunden nach der Gabe von G-CSF. Wic im Vcrglcich zu Fig. 2a geschen werden kann, ist auch hicr ein Anlcil myc- 
loischer, FITC-markierter Vorlauferzellen zu erkennen. Fig. 4 zeigt weiterhin die Ergebnisse eines FSC/SSC-Dot-Plot 
nach Reduktion des Anteils an Annexin V positiven Zellen in der in Fig. 3 dargestellten Probe iiber Magnetseparation. 65 
Diese Ergebnisse lassen sich bei mehrfacher Wiederholung des Separations/Aufreinigungsschrittes weiter verbessern. 
Demgegeniiber zeigt Fig. 5 eine Fraktion, bei der der Anteil von Annexin V positiven Zellen angereichert wurde. Aus- 
gangspunkt war wiederum das bei Fig. 3 beschriebene Material des Probandenfalles 2. Es ist unmittelbar zu erkennen, 
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daB die im Bereich Rl angesiedelten Annexin V-positiven myeloischen Vorlauferzellen gegenuber den in dem Bereich 
R2 angesiedelten neutrophilen, intakten Granulozyten stark angereichert sind. Fig. 6 zeigt den Phanotyp der Annexin V- 
positiven Zellen nach Pappenheim-Farbung aus dem Praparat des Probandenfalles 2. Dabei wurden Zellen ausgewahlt, 
die sich in dem Bereich R1 gemaR Fig. 3 befinden. Die hier dargeslelllen myeloischen Vorlauferzellen entsprechen einem 
5 Anteil von ca. 20 bis 50%. Sie bestehen aus unreifen Zellen mit mononuklearem Charakter. Weiterhin sind normale Gra- 
nulozyten zu erkennen, die durch segmentierte Kerne auffallen. 

Patentanspriiche 

10 1. Verfahren zur Aufreinigung von Granulozyten enthaltenden Pra'paraten, dadurch gekennzeichnet, daB die nicht 

funktionellen Granulozyten, insbesondere Vorlauferzellen von Granulozyten aus dem Praparat abgetrennt werden. 

2. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen des Praparates mit An- 
nexin V oder Antikorpern, die Vorlauferzellen erkennen, inkubiert wird. 

3. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB die Inkubation in Granulozyten 
15 mil. an Tragermaterial gebundenem Annexin V in Gegenwarl von Kal/.iumionen erfolgl. 

4. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das Praparat mit 
einem Tragermaterial inkubiert wird, an dessen Oberflache Annexin V oder Antikorpern, die Vorlauferzellen der 
Granulozyten erkennen, gekoppelt sind. 

5. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das Tragerma- 
20 terial magnetische Beads enthalt. 

6. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB an die Mi- 
schung aus magnetischen Beads und Praparat ein Magnetfeld angelegt und die magnetischen Beads und das Prapa- 
rat getrennt werden. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Trennung des Trager- 
25 materials und des Praparates durch Panningschritte oder Magnetseparation erfolgt. 

8. Verfahren nach ruindeslens einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekemi/.cichriel. daB das Praparat mil. 
markicrtcm Annexin V oder mit markicrtcn Antikorpern inkubiert und anschlicBcnd die markicrtcn Granulozyten 
ausgelesen werden. 

9. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB das Praparat mit fluorochromge- 
30 koppeltem Annexin V oder ftuorochromgekoppelten Antikorpern inkubiert wird und anschlieBend die lluoreszent- 

markierten Granulozyten aus dem Praparat abgetrennt werden. 

10. Verfahren nach mindestens einem der beiden vorhergehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnet, daB die 
Trennung der markierten Granulozyten durch Chromatographic, insbesondere Saulenchromatographie, oder in ei- 
nem Sorter erfolgt. 

35 1 1 . (IranukvA lcn cmhallcn. les Praparal, das nach einem Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden An- 

spriiche behandelt wurde, 

12. Verwendung von Granulozyten enthaltenden Praparaten nach dem vorhergehenden Anspruch in der Transfusi- 
onsmcdizin, Hamatologic, Onkologic, Blutspcndc, Padiatric, insbesondere zur Bchandlung von antibiotisch schwer 
zu beherrschenden Infektionen, sowie zur Prophylaxe bei Patienten mit hohem Infektionsrisiko. 

40 
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